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I 
摘 要 
高密度集约化养殖成为当下主要的水产养殖方式，带来较大收益的同时也
导致鱼类病毒的更大范围的流行。传统使用化学消毒剂以及抗生素的鱼病防治
策略引发了一系列严峻问题。鱼用疫苗作为一种经济高效的水产养殖防治措施
渐渐引起大家的关注与重视。鲤鱼是我国的主要食用鱼种，在我国得到大范围
的养殖，创造了巨大的经济效益。锦鲤是一种观赏用的花色鲤鱼，体色漂亮，
色彩鲜艳，是淡水养殖观赏鱼中的精品 ,被称为水中宝石。1998 年由以色列开
始暴发的锦鲤疱疹病毒病给食用鲤鱼和观赏锦鲤的养殖造成了极大的危害，该
病已在世界范围内被发现并造成了严重的经济损失。锦鲤疱疹病毒的全基因组
序列已被测定，但是有关该病毒更进一步的信息目前研究的很少。 
本文对锦鲤疱疹病毒序列进行生物信息学分析并选取了 ORF25，ORF99，
ORF115，ORF131，ORF139 共五个基因蛋白的部分序列作为保护性抗原，对五
个抗原蛋白进行分子克隆和原核细胞的表达与纯化。同时本实验室构建了自己
的锦鲤尾鳍细胞细胞株和金鱼尾鳍细胞株，用于锦鲤疱疹病毒的增殖。实验后
期对上述五个抗原蛋白进行疫苗保护性评价。本文同时选取了锦鲤疱疹病毒炎
症相关基因可溶性肿瘤坏死因子受体（STNFRs）ORF4，ORF12 以及白细胞介
素- 10 ( IL- 10)ORF134 和 G 蛋白偶联受体（GPCR）ORF16 进行 293T 细胞
pEGFP-C3 载体转染，并利用激光共聚焦手段结合罗丹明标记的鬼笔环肽 F 肌
动蛋白染色对上面四个炎症因子基因进行了细胞定位分析，同时对其他的一些
相关病毒基因进行了病毒感染宿主细胞后 0-96h 时间段内的的定量 PCR 测定。 
 
关键词：锦鲤疱疹病毒；基因工程疫苗；炎症因子基因   
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Abstract 
High-density intensive aquaculture has become the major aquaculture way, 
bringing greater benefits but also leading to a wider range of popular fish virus.The 
traditional fish disease control strategies by using chemical disinfectants and 
antibiotics led to a series of severe problems. Fish vaccine as the cost-effective 
aquaculture prevention and control strategy is beginning to attract everyone's 
attention. The carp are China's major edible species, large-scale farming in China, 
creating a huge economic benefits. Koi carp is an ornamental color carp, body color 
beautiful, colorful, quality in the freshwater ornamental fish, known as the water 
gem . Koi herpes virus disease outbreak is in Israel for the first time in 1998, causing 
great harm to the carp and ornamental koi aquaculture, the disease has a worldwide 
outbreak, and caused severe economic losses. Koi herpes virus complete genome 
sequence has been determined, but very little research about the virus further 
information.  
The writer firstly carry out bioinformatics analysis of KHV sequence and select 
partial sequence of the gene protein of the ORF25, ORF99, ORF115, ORF131, 
ORF139 as a protective antigen, then molecular cloning and expression of 
prokaryotic cells and protein purification of the five antigenic proteins. At the same 
time, we construct our own two cell lines of koi caudal fin cells and goldfish caudal 
fin cells in our lab for the koi herpes virus proliferation. We also carry out the 
evaluation of vaccine protection of the five antigenic proteins in the late stage of 
experiment. This paper also select the KHV inflammation-related genes of soluble 
tumor necrosis factor receptor (STNFRs) ORF4, ORF16 ORF12 and interleukin-10 
(IL-10), ORF134 and G protein-coupled receptor (GPCR),carrying out pEGFP-C3 
recombinant plasmid vector transfection in 293T cells, cellular localization analysis 
of the above four inflammatory factor gene by means of confocal laser combined 
with Rhodamine-labeledphalloidin F actin staining,andReal-time PCR determination 
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of other associated virus genes for viral infection of host cells in the 0-96h time 
period. 
Keywords: Koi herpesvirus; vaccine; inflammation  
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1.1锦鲤疱疹病毒研究进展  
1.1.1 锦鲤的简介 
跟普通食用鲤鱼不同，观赏锦鲤是一种漂亮的花色鲤鱼，体色漂亮，色彩
鲜艳，主要被爱好者饲养在自家水池中用于自我娱乐和比赛性展览。这种观赏
锦鲤养殖的传统起源于公元一世纪的罗马，近代在日本逐渐发展并成熟为一门
科学和艺术形式，随后风靡全世界[1]。锦鲤是淡水养殖观赏鱼中的精品 ,被称为
水中宝石 ,经过长时间的人工筛选 ,已经形成了众多花色和品系。随着观赏锦鲤
养殖的不断发展 ,国内外对锦鲤的研究呈上升趋势[2]。 
1.1.2 锦鲤疱疹病毒流行现状 
1.1.2.1 暴发现状 
锦鲤疱疹病毒国内外流行现状记录表明，最早于 1996 年英国在野生鲤鱼中
发现锦鲤疱疹病毒病，但没有公开报道;1997 年德国首次正式报道观察到锦鲤疱
疹病毒病。1998 年，以色列的 Magan Michael 地区发生了暴发性鲤鱼疾病，经
鉴定，该次鱼病病原为锦鲤疱疹病毒[3]。但以色列官方宣称这次发作是来源于
欧洲，也许是从英国非法进口的鱼及渔场设备所致[4]。在此之后，以色列的诸
多养殖场相继报告此类病毒病。1996 年英国暴发锦鲤疱疹病毒病后，该鱼病几
乎蔓延至整个欧洲，比利时、丹麦、瑞士、德国、卢森堡、奥地利、法国均有
暴发;在非洲，南非于 2003 年报道了该病病例;在亚洲，韩国和马来西亚较早发
现本病;2002 年 4 月，印度尼西亚报道该病的发生，我国广东省地区 2002 年也
出现锦鲤疱疹病毒病疑似病例，2002 年 12 月我国台湾省报道证实该病在台湾
暴发[5];2003 年 10 月日本首次证实了该病的存在[6]。目前，该病已在世界范围内
包括被发现并造成了严重的经济损失[7-13]。自从锦鲤疱疹病毒病暴发以来，各
个国家和地区几乎每年都有流行。2003 年以来，我国东北地区的框镜鲤和普通
鲤鱼也发生暴发性疾病，死亡率高达 80%一 90%，经 PCR 检测为 KHV 阳性。
锦鲤疱疹病毒病的全球性暴发，给锦鲤观赏业、鲤鱼养殖业以及国际贸易等造
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成了严重的经济损失，并引起了各国的高度重视，因此，各国应加强合作，严
格控制 KHV 的发生与流行。 
1.1.2.2 流行病学研究 
目前有关锦鲤疱疹病毒病的流行病学研究表明，锦鲤疱疹病毒病具有高度
致死率，极强传染性，感染 KHV 的鲤(Cyprinus carpio)和锦鲤(Cyprinus carpio Koi)
的死亡率高达 80％～100％。该病毒的致病性具有水温依赖性[14]。在被锦鲤疱
疹病毒感染后的 6 到 22 天，鱼体出现死亡并在 8-12 天达到死亡高峰[15]。但是
锦鲤疱疹病毒的这种致死和传染作用局限在锦鲤和普通鲤鱼群体中[15-17]，在鲤
鱼之外的其他鱼类中不会诱发疾病，金鱼、草鱼、罗非鱼等对 KHV 有抵抗力，
但是最近的研究表明鲤科鱼类中的金鱼会成为 KHV 的携带者[18-20]。该病呈季
节性爆发(春秋两季)，发病时水温 18～28℃，22～24℃病毒感染力最强[15]。从
被感染细胞中收集的锦鲤疱疹病毒可以在水中保持感染活性至少四个小时[15]，
这也解释了为什么 KHV 在天然水塘中具有极强传染性。锦鲤疱疹病毒在自然
环境水体中 3 天后丧失感染活性，但在灭菌水中可以保持感染活性达七天以上
[21]。锦鲤疱疹病毒感染鱼体，侵入鱼体的途径目前还不明确。一种说法是通过
腮、肠[22, 23]。另一种说法是通过皮肤[24]。  
1.1.3 病毒结构  
病毒形态上，锦鲤疱疹病毒属于疱疹病毒科，是一种具有囊膜，直径为100～
110 nm，核衣壳呈现 20 面体对称结构的双链 DNA 病毒[25, 26]。主要囊膜蛋白
(Major envelop protein，MEP)是锦鲤疱疹病毒囊膜的主要组成部分，其功能与
病毒对细胞吸附/穿入、从细胞核膜出芽释放及诱导细胞融合有关，并有诱生中
和抗体和细胞毒作用[27]。与同科的鲤鱼 1 型疱疹病毒（Herpesvirus cyprini，
CyHV-1）和叉尾鮰病毒（Channel catfish virus，CCV）之间有免疫交叉反应[28]。
锦鲤疱疹病毒颗粒超微结构在被其感染的培养细胞中被观察到，内含病毒基因
组的核心被衣壳包围，共同形成病毒核衣壳，围绕衣壳的是无定形的被膜，被
膜外是囊膜。病毒感染相应的培养细胞后会获得第二层囊膜，估计是由于病毒
颗粒跟细胞质囊泡膜壁或是被感染细胞边缘区域内卷膜壁接触而形成[29]。 
1.1.4 病毒基因组研究 
1.1.4.1 病毒基因组概况 
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锦鲤疱疹病毒是基因组分子量高达 295kbp 的双链 DNA 病毒，是目前已知
的基因组最大的鱼类疱疹病毒。病毒基因组由 156 个开放阅读框组成，两端各
有一段 22kbp 的末端重复序列[30, 31]。KHV 基因组跟几乎所有其他病毒高度迥
异，部分小的基因组片段也主要跟疱疹病毒、腺病毒、痘病毒、杆状病毒相似
[25]。KHV 编码翻译的基因中有 15 个跟犬传染性肝炎病毒 1 和蛙疱疹病毒 1 具
有明显的同源性[30]。但是有高达 70%的 KHV 病毒蛋白跟已知的其他病毒蛋白
没有相似性。40 个病毒蛋白和 18 个宿主细胞蛋白被组装进 KHV 病毒粒子[32]。
KHV 的基因组分析不能够解答这种鲤鱼疱疹病毒的起源，因此有学者将它划分
为一个独立的鲤鱼疱疹病毒种类（鲤鱼疱疹病毒 3）[33, 34]。锦鲤疱疹病毒的全
序列已被测定，当前有三个病毒株分别为日本株（NCBI，GenBank: 
AP008984.1）、美国株（NCBI，GenBank: DQ657948.1）、以色列株（NCBI，GenBank: 
DQ177346.1），尽管三个病毒株有部分的基因差异，但是引发相似的疾病[16, 30]。  
1.1.4.2 病毒基因组研究进展 
KHV 的 156 个 ORF 中只有极少数已经确定其功能。ORF81、ORF83 编码
主要囊膜蛋白，且主要在细胞质中表达，其中 ORF81 编码蛋白的分子量为
28.2KD，等电点（PI）为 8.65，含有四个跨膜区，可构成主要抗原决定簇[14, 35]。
ORF81 重组蛋白可以作为 ELISA 检测 KHV 特异性血清抗体的诊断性抗原，还
可以用于抗 KHV 亚单位疫苗或是 DNA 疫苗的研究[35]。 
ORF25 家族共编码六个膜糖蛋白，分别为 ORF25，ORF26，ORF27，ORF65，
ORF148，ORF149[30]。ORF99 编码膜糖蛋白，跟 IcHV-1 ORF46 的相似性较高[30]。
ORF115，ORF131 均编码膜蛋白且表达量都较高。ORF139 编码膜糖蛋白，跟
痘病毒 B22R 蛋白相似性较高[30]。KHV 含有十五个与 IcHV-1 同源的保守蛋白，
除了 ORF72、ORF92 和 ORF99 以及五个未知功能蛋白外都编码非结构蛋白。
其余七个基因编码的蛋白参与衣壳形成（ORF78），核苷酸代谢（ORF19，
ORF123），DNA 复制（ORF71，ORF79，ORF46）以及 DNA 包装（ORF33）。
其它疱疹病毒均不含有 TmPK 和 B22R-like 基因[36]。KHV 编码胸苷酸单磷酸激
酶（TmPK），核糖核苷酸还原酶（RNR）以及胸苷激酶（TK）的蛋白序列与痘
病毒相似[37]。ORF72 与 IcHV-1 ORF27 相似，编码 IcHV-1，RaHV-1，RaHV-2
的主要衣壳三重蛋白 2 的同源蛋白[32]。ORF92 与 IcHV-1 ORF39 相似，编码
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IcHV-1，RaHV-1，RaHV-2 的主要衣壳蛋白的同源蛋白，是锦鲤疱疹病毒颗粒
含量最高的蛋白之一[32]，是主要的衣壳蛋白基因[30]。ORF72、ORF92 编码衣壳
蛋白且表达量较大，可用于 KHV 的快速检测[32, 38]。  
 
 
图 1. 锦鲤疱疹病毒颗粒的示意图。病毒被膜用圆圈指示，病毒衣壳用六角形指
示。三种类型膜蛋白分别用向内的三角形，向外的三角形和矩形指示。其他蛋
白质用正方形指示。不同的阴影表示蛋白的相对丰度大小。p 代指蛋白质；gp
代指糖蛋白；ND 意指没有数据(摘自参考文献[32])。 
1.1.5 病毒培养概况 
1.1.5.1 病毒培养温度依赖性研究 
1997 年美国的研究人员建立了锦鲤鳍条细胞系( KF)[39]，1998 年以色列和
美国的研究人员从大量死亡的锦鲤中率先分离出锦鲤疱疹病毒，并经人工感染
试验证实这种疱疹病毒是引起世界各国锦鲤暴发性死亡的主要病因[17, 40]，该病
毒的适合培养温度是 15～25℃，最适生长温度是 20 ℃，主要对锦鲤细胞系敏
感，能引起组织细胞融合，细胞质肥大，产生细胞病变[41]。正常状态锦鲤暴露
于感染鱼群中或是含 KHV 水环境中，温度在 18-28℃范围内，会出现 75-95%
的死亡率[15, 42, 43]。但在 13℃或是 30℃温度环境下，被感染鱼体在长达 60 天的
实验时间期限内一直存活，同时没有出现病情加重的现象，而且对再一次的感
染产生了自然免疫[43]。这些实验表明锦鲤疱疹病毒病情的发展具有温度依赖性
[26, 43]。同时实验观察到 30℃环境下病毒感染培养细胞，病毒不能够进行增殖，
22℃环境下病毒感染培养细胞，病毒感染的培养细胞形态呈现不规则，呈现正
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